






3.1 Jenis dan Pendekatan Penelitian 
Penelitian ini menggunakan jenis penelitian eksperimen sesungguhnya. 
Penelitian ini akan meneliti kualitas preparat yang menggunakan pewarna 
ekstrak kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa) dengan perlakuan suhu dan 
berbagai pH. Rancangan penelitian yang digunakan adalah “the postest-only 
control group design”. Pendekatan penelitian ini menggunakan pendekatan 
penelitian kuantitatif karena pendekatan penelitian ini merupakan proses untuk 
menemukan pengetahuan yang menggunakan data berupa angka. 
 
3.2 Tempat dan Waktu Penelitian 
Penelitian ini dilaksanakan di Materia Medica Batu dan Laboratorium 
Biologi Universitas Muhammadiyah Malang yang beralamat di Jl. Raya 
Tlogomas No. 246. Waktu pelaksanaan penelitian berlangsung pada tanggal 7-11 
September 2020. 
 
3.3 Populasi dan Sampel 
3.3.1 Populasi 
Populasi dalam penelitian ini adalah preparat section batang tanaman 
markisa (Passiflora edulis). 
 
3.3.2 Sampel 
Sampel dalam penelitian ini batang muda tanaman markisa (Passiflora 
edulis) yang dibagi menjadi 6 kelompok perlakuan yaitu perlakuan pH 1 dan 2, 
suhu 30oC, 35oC, 40oC dan pewarna safranin sebagai pembanding yang masing-
masing kelompok terdiri dari 4 kali ulangan. 






(r-1) (t-1) ≥ 15 
(r-1) (6-1) ≥ 15 
(r-1) 5 ≥ 15 
(r-1) ≥ 15 ÷ 5 
(r-1) ≥ 3 
r ≥ 3 + 1 
 r ≥ 4 
 r = 4 
n = r x t 
n = 4 x 6 
n = 24 
Keterangan: 
n = jumlah sampel 
r = jumlah ulangan 
t = jumlah perlakuan 
 
3.3.3 Teknik Sampling 
Teknik sampling merupakan suatu teknik untuk pengambilan sampel. 
Penelitian ini menggunakan teknik sampling berupa random sampling yaitu 
dengan mengambil batang tanaman markisa (Passiflora edulis) sebagai bahan 
untuk membuat preparat section. 
 
3.4 Variable Penelitian 
Penelitian ini menggunakan beberapa jenis variabel sebagai berikut; 
1. Variabel bebas (independen) 
Penelitian ini menggunakan variabel bebas berupa ekstrak kelopak bunga 
Rosella (Hibiscus sabdariffa) dengan berbagai perlakuan pH asam 1 dan 2, suhu 
30oC, 35oC, dan 40oC. 
2. Variabel terikat (dependen) 
Penelitian ini menggunakan variabel terikat adalah kualitas preparat 
section batang tanaman markisa (Passiflora edulis) berdasarkan kekontrasan 
warna, kelengkapan, dan kejelasan jaringan. 
3. Variabel kontrol 
Penelitian ini menggunakan variabel kontrol lama prendaman dan jenis 
pelarut ekstrak berupa etanol 96% dan asam sitrat 2%. 
 
3.5 Definisi Operasional Variabel 
Penelitian ini menggunakan beberapa istilah dalam setiap variabel, supaya 
tidak terjadi kesalahan makna atau konsep maka perlu didefinisikan beberapa 






1. Ekstrak kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa) 
Ekstrak dalam penelitian ini menggunakan kelopak dari kelopak bunga 
rosella (Hibiscus sabdariffa). Ekstraksi kelopak bunga rosella (Hibiscus 
sabdariffa) dalam penelitian ini menggunakan metode maserasi, dimana kelopak 
bunga rosella (Hibiscus sabdariffa) dicuci bersih, dikeringkan (simplisia), 
dihaluskan, kemudian diberi larutan etanol 96% dan asam sitrat 2% selama 24 
jam dan disimpan di tempat gelap dengan suhu ruang (25oC), ekstrak disaring 
dengan menggunakan kertas saring, selanjutnya larutan yang terekstrak 
dipanaskan menggunakan rotary evaporator sampai menjadi cairan kental selama 
3 jam. Cairan kental atau ekstrak dilakukan perlakuan suhu dan pH. 
2. Preparat section 
Preparat section merupakan suatu sediaan yang dibuat dari organ tanaman 
untuk mengamati jaringan pada tanaman secara utuh dari jaringan epidermis, 
korteks dan jaringan pembuluh (xylem dan floem). Penelitian ini menggunakan 
organ tanaman markisa (Passiflora edulis) yaitu batang sebagai bahan utama 
pembuatan preparat section. 
3. Jenis pelarut yang digunakan ekstrak ialah etanol 96% dan asam sitrat 2%.  
 
3.6 Rancangan Percobaan 
Rancangan penelitian yang digunakan rancangan acak lengkap (RAL) 
yang terdiri dari 2 faktor yaitu perlakuan suhu dan pemberian berbagai pH serta 
pewarna safranin sebagai pembanding. Penelitian menggunakan 6 kelompok 
perlakuan yaitu, pewarna sintetis safranin sebagai pembanding, perlakuan uji pH 
asam 1 dan 2, perlakuan suhu yaitu pada suhu 30oC, 35oC, dan 40oC dengan 
masing-masing perlakuan yaitu 4 kali ulangan. 
Tabel 3.1 Denah Rancangan Acak Lengkap 
P1 C3 E3 A1 P4 B4 
A3 P2 C1 D3 E4 E2 
C4 D4 P3 E1 C2 D1 









P: Kontrol positif (pemberian warna safranin) 
A: Kelompok perlakuan dengan buffer pH 1 
B: Kelompok perlakuan dengan buffer pH 1 
C: Kelompok perlakuan dengan suhu 30oC 
D: Kelompok perlakuan dengan suhu 35oC 
E: Kelompok perlakuan dengan suhu 40oC 
1: Ulangan 1 
2: Ulangan 2 
3: Ulangan 3 
4: Ulangan 4 
 
3.7 Prosedur Penelitian 
Prosedur penelitian dibagi menjadi 3 tahapan yaitu tahap persiapan, tahap 
pelaksanaan dan tahap pengamatan. 
 
3.7.1 Tahap Persiapan  
1. Menyiapkan alat yang akan digunakan dalam penelitian. Adapun alat yang 
digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut; 
Alat yang digunakan untuk pembuatan ekstrak rosella (Hibiscus 
sabdariffa) sebagai berikut: 
Tabel 3.2 Nama alat dan jumlah yang digunakan dalam pembuatan ekstrak 
No Nama Alat Jumlah 
1 Beaker glass 5 buah 
2 Kaca benda 24 buah 
3 Kaca penutup 24 buah 
4 Mikroskop 1 buah 
5 Waterbath 1 buah 
6 Oven 1 buah 
7 Mikrotom 1 buah 
8 Cutter 2 buah 
9 Silet 1 buah 
10 Cawan petri 2 buah 
11 Pinset 2 buah 
12 Pipet tetes 9 buah 
13 Hot plate 1 buah 
14 Erlenmeyer 9 buah 
15 Gelas ukur 2 buah 





17 Tabung reaksi 12 buah 
18 pH meter 1 buah 
19 Rak tabung reaksi 1 buah 
20 Termometer 1 buah 
21 Spuit 1 buah 
  
Alat yang digunakan untuk membuat preparat batang tanaman markisa 
(Passiflora edulis) sebagai berikut: 
Tabel 3.3 Nama alat dan jumlah yang digunakan dalam pembuatan preparat 
No Nama Alat Jumlah 
1 Botol flakon 2 buah 
2 Kaca benda 25 buah 
3 Kaca penutup 25 buah 
4 Mikroskop 2 buah 
5 Jarum pentul 4 buah 
6 Oven 1 buah 
7 Mikrotom 1 buah 
8 Silet/cutter 2 buah 
9 Cawan petri 25 buah 
10 Pinset 2 buah 
11 Pipet tetes 2 buah 
12 Hot plate 1 buah 
 
2. Menyiapkan bahan yang digunakan dalam penelitian. Adapun bahan yang 
digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut; 
Bahan yang digunakan untuk membuat ekstrak bunga rosella (Hibiscus 
sabdariffa) sebagai berikut: 
Tabel 3.4 Nama bahan dan jumlah yang digunakan dalam pembuatan ekstrak 
No   Nama Bahan Jumlah 
1 Kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa) 700 gram 
3 Asam sitrat 2% 56 gram 
4 Etanol 96% 2800 ml 
Bahan yang digunakan untuk membuat preparat section batang tanaman 
markisa (Passiflora edulis) sebagai berikut; 
Tabel 3.5 Nama bahan dan jumlah yang digunakan dalam pembuatan preparat 
No Nama Bahan Jumlah 
1 Batang tanaman markisa 500 gram 
2 FAA (Formalin, Asam asetat glasial, dan Alkohol) 100 ml 
3 Alkohol 30% 200 ml 
4 Alkohol 50% 200 ml 
5 Alkohol 70% 200 ml 
6 Alkohol 80% 200 ml 
7 Alkohol 100% 200 ml 
8 Alkohol : xylol 3:1 200 ml 
9 Alkohol : xylol 1:1 200 ml 
10 Alkohol : xylol 1:3 200 ml 





12 Ekstrak Kelopak Rosella 81 ml 
13 Xylol : parafin 1: 9 220 ml 
14 Enthelen 50 ml 
15 Aquades 500 ml 
16 Xylol murni 200 ml 
 
3.7.2 Tahap Pelaksanaan 
a. Pembuatan Ekstrak Kelopak Bunga Rosella (Hibiscus sabdariffa)  
Cara pembuatan ekstrak kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa) 
dengan metode maserasi. Ekstraksi dapat dilakukan dengan cara kerja sebagai 
berikut; 
1. Menimbang sejumlah 700 gram bahan segar dari kelopak bunga rosella 
(Hibiscus sabdariffa). 
2. Menghaluskan bahan dengan menggunakan blender. 
3. Memindahkan bahan yang telah dihancurkan beakerglass. 
4. Menambahkan pelarut etanol 96% dan asam sitrat 2% dan menyimpan 
cairan tersebut dalam tempat tertutup atau terhindar dari sinar matahari 
selama 24 jam. 
5. Melakukan penyaringan bahan hingga semua cairan tersaring. 
6. Memindahkan cairan encer ke dalam labu destilasi atau evaporator, 
kemudianmemasang labu pada perangkat destilasi atau evaporator. 
7. Melakukan destilasi pada suhu titik didih pelarut sampai tertinggal cairan 
pekat pada labu destilasi atau evaporator, kemudian menunggu cairan 
dingin. 
8. Memindahkan cairan pekat ke dalam botol atau wadah kaca yang telah 
dibersihkan atau disterilkan. 
b. Prosedur kerja dalam pembuatan preparat section batang markisa 
(Passiflora edulis) adalah sebagai berikut: 
1. Mengambil batang pada tumbuhan markisa (Passiflora edulis) 
2. Membersihkan dengan menggunakan air mengalir. 
3. Memotong batang tumbuhan markisa (Passiflora edulis) masing-masing 4 





4. Memasukkan potongan batang pada tumbuhan markisa (Passiflora edulis) 
ke dalam beaker glass 
5. Memfiksasi dengan FAA sebanyak 100 ml selama 24 jam 
6. Membuang sisa perendaman FAA 
7. Mendehidrasi akohol 50%, 70%, 80%, 100%, 100% sebanyak 50 ml 
masing-masing selama 30 menit secara bertingkat 
8. Menetesi batang dengan menggunakan alkohol : xylol 3:1, 1:1, 1:3 sampai 
terendam masing-masing 30 menit 
9. Menetesi xylol murni sampai terendam selama 60 menit 
10. Menetesi xylol : parafin 1 : 9 selama 24 jam yang diletakkan di oven suhu 
60oC 
11. Menyiapkan wadah terbuat dari Alumunium foil sebagai wadah 
pengeblokan  
12. Menuangkan parafin yang sudah dicairkan masing-masing sebanyak 50 ml 
ke dalam 6 wadah alumunium foil   
13. Melakukan pengeblokan (embedding) dengan menata batang diatas parafin 
yang setengah mengeras 
14. Mendiamkan proses pengebokan selama 24 jam 
15. Melakukan sectioning (pengirisan) secara melintang dengan ketebalan 5 
mµ 
16. Meletakkan irisan batang pada cawan petri 
17. Menetesi xylol 1 dan 2 masing masing selama 6 menit 
18. Menetesi alkohol : xylol 1:3, 1:1, 3:1 masing-masing 3 menit sampai 
terendam 
19. Melakukan dehidrasi alkohol 100%, 100%, 80%, 70%, 50%, 30% 
sebanyak 50 ml masing-masing selama 3 menit secara bertingkat  
20. Mencuci dengan aquades 
21. Melakukan perlakuan suhu dan pH dari ekstrak kelopak bunga rosella 
22. Perlakuan suhu mula-mula diencerkan larutan ekstrak kelopak bunga 





23. Melakuan pemanasan suhu dengan menggunakan waterbath masing-
masing 30oC, 35oC, dan 40oC selama 30 menit 
24. Perlakuan pH ekstrak dengan cara mendapatkan pH 1 dengan 
mencampurkan larutan asam yaitu asam asetat (H2SO4) sampai pH 
menunjukkan angka 1 
25. Perlakuan pH ekstrak dengan cara mendapatkan pH 2 dengan 
menambahkan larutan kapur (Ca(OH)2) sampai nilai pH menunjukkan 
angka 2 
26. Meneteskan larutan pewarna alami perlakuan suhu dan pH ekstrak kelopak 
bunga rosella (Hibiscus sabdariffa) dan safranin di masing-masing 
perlakuan kemudian menunggu selama 1 hari sampai terendam 
27. Mencuci dengan aquades 
28. Melakukan dehidrasi alkohol 30%, 50%, 70%, 80%, 100%, 100% 
sebanyak 50 ml masing-masing selama 3 menit secara bertingkat  
29. Menetesi alkohol : xylol 3:1, 1:1, 1:3 masing-masing 3 menit sampai 
terendam 
30. Meneteskan xylol 1 selama 3 menit 
31. Meletakkan sediaan pada kaca benda dan meneteskan xylol agar tidak 
kering 
32. Mengamati preparat dibawah mikroskop dan mendokumentasikan 
menggunakan kamera 
33. Menambahkan enthelen dan menutup dengan kaca benda 
 
3.7.3 Tahap Pengamatan 
Adapun tahap pengamatan yang perlu harus dilakukan dalam penelitian ini 
adalah sebagai berikut; 
1. Mengamati preparat section batang tanaman markisa (Passiflora edulis) 
yang sudah diberi perlakuan pada mikroskop binokuler. 








3.9.2 Instrumen Penelitian 
Instrumen yang digunakan dalam penelitian ini ada tiga aspek yaitu 
penilaian dalam segi kelengkapan, kekontrasan, dan kejelasan preparat. 
Instrumen telah disajikan dalam Tabel 3.6 dan 3.7 serta indikator disajikan dalam 
Tabel 3.8. 
Tabel 3.6 Penilaian hasil kelengkapan, kekontrasan, dan kejelasan preparat ekstrak kelopak 







Kelengkapan  Kejelasan Kekontrasan 
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 
1 
Ekstrak kelopak 
bunga rosella pH 1 
1             
2 2             
3 3             
4 4             
5 
Ekstrak kelopak 
bunga rosella pH 2 
1             
6 2             
7 3             
8 4             
9 
Ekstrak kelopak 
bunga rosella suhu 
30oC 
1             
10 2             
11 3             
12 4             
13 
Ekstrak kelopak 
bunga rosella suhu 
35oC 
1             
14 2             
15 3             
16 4             
17 
Ekstrak kelopak 
bunga rosella suhu 
40oC 
1             
18 2             
19 3             
20 4             
 
Tabel 3.7 Penilaian hasil kekontrasan warna dan kejelasan preparat pewarna safranin 





Kelengkapan  Kejelasan Kekontrasan 
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 
1 
Safranin 
1             
2 2             
3 3             











telah diwarnai dengan ekstrak kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa) 
dengan berbagai variasi perlakuan. Analisis data yang digunakan adalah uji 
prasyarat, uji Kruskal Wallis dan dilanjutkan dengan uji Mann Withney. 
Teknik analisis data yang dapat digunakan dapat penelitian ini yaitu; 
1. Uji Normalitas  
Uji ini berguna untuk menentukan data yang telah dikumpulkan 
berdistribusi normal atau tidak. Jika data tidak normal maka dilakukan uji non 
parametrik. 
2. Uji Non Parametrik 
Uji statistik yang tidak memerlukan adanya asumsi mengenai data 
populasnya (belum diketahui sebaran datanya dan tidak perlu berdistribusi 
normal). 
3. Uji Homogenitas 
Uji statistik yang bertujuan untuk mencari tahu dari berbagai kelompok 
data penelitian memiliki varians yang sama (homogen) atau tidak. Jika data 
bersifat tidak homogen maka dilakukan uji Kruskal-Wallis. 
4. Uji Kruskal-Wallis 
Uji statistik non-parametrik yang digunakan ketika ingin membandingkan 
dua variabel yang diukur dari dua sampel yang tidak sama (bebas), dimana 
kelompok yang diperbandingkan lebih dari dua dan digunakan ketika uji asumsi 
anova tidak terpenuhi. 
Analisis hipotesa uji Kruskal Wallis didasarkan atas; 
Ho: populasi identik (tidak berbeda secara signifikan) 
H1: populasi tidak identik (data berberbeda secara signifikan) 
a. Jika nilai probabilitas (Sig.) > 0.05, maka Ho diterima 
b. Jika nilai probabilitas (Sig.) < 0.05, maka Ho ditolak  
5. Uji Mann Withney 
Uji Mann-Whitney merupakan pengujian untuk mengetahui apakah ada 
perbedaan nyata antara rata-rata dua polulasi yang distribusinya sama, melalui 






Analisis hipotesa uji Mann-Whitney didasarkan atas; 
Ho: populasi identik (tidak berbeda secara signifikan) 
H1: populasi tidak identik (data berberbeda secara signifikan) 
Hasil keputusan uji Mann-Whitney (uji lanjut) didasarkan atas nilai probabilitas 
Asymp Sig. (2-tailed), yaitu: 
c. Jika nilai probabilitas (Sig.) > 0.05, maka Ho diterima 
d. Jika nilai probabilitas (Sig.) < 0.05, maka Ho ditolak  
